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摘要 :【 目 的 ] 本 文 在 前 期 获得 绿 育 蝴 Apolygus lucorum 磷脂 酶 C 基因 (AIPLC) 的 基础 上 ,明晰 
AIPLC 基因 在 绿 育 晴 不 同日 龄 若虫 中 的 表达 特征 , 阅 明 ALPLC 重组 蛋白 的 酶 学 性 质 。【 方法 】qRT- 
PCR 法 分 析 1 -13 HERZ E ME R APLC 的 表达 量 ;构建 含有 4LPLC 基因 的 原核 表达 载体 pCznl- 
AIPLC ;进一步 将 该 表达 载体 经 IPTG 诱导 表达 和 蛋白 纯化 ,获得 具有 磷脂 酶 活性 的 重组 蛋白 ;以 p- 
NPPC(P- 硝 基 茶 基础 酸 胆 碱 ) 为 底 物 测定 不 同 温度 和 不 同 pH 下 的 重组 AIPLC. 和 蛋白酶 活性 ,最 终 确 
定 了 其 酶 活性 的 最 佳 pH 和 最 适 温度 。【 结果 】ALPLC mRNA 在 绿 讶 赌 测定 的 若虫 期 持续 表达 ,在 
4,8, 12 以 及 13 日 龄 若虫 中 表达 量 相对 较 高 。 重 组 蛋白 APLC TEKA Escherichia coli P% 
达 一 个 约 79 kD 的 蛋白 ,12% SDS-PAGE 显示 该 蛋白 主要 以 包涵 体形 式 存在 ;经 过 变性 , 复 性 获得 
有 具有 磷脂 酶 活性 的 纯化 蛋白 。 在 蛋白 浓度 为 0.25 mg/m 条 件 下 ,该 酶 最 适 温度 为 57 (179.54 + 
3.96 nmol/ug * min) ,最 适 pH 为 8.5(374.99 +2.84 nmol/ug * min), [253€] 结果 表明 APLC 在 
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脂 酶 活性 。 本 研究 结果 为 后 续 在 蛋 和 白水 平 上 解析 AlPLC 的 功能 商定 基础 。 
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Abstract: [ ^im] Based on our previous work of cloning the phospholipase C gene AIPLC from Apolygus 
lucorum , this study aims to determine the expression profiles of ALPLC gene in different day-old nymphs 
of A. lucorum, to obtain the recombinant protein which has the phospholipase enzyme activity and to 


clarify its enzymatic characteristics. [ Methods] Using the qRT-PCR technique, we determined the 
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expression pattern. of ALPLC in one day-old to 13 day-old nymphs of A. lucorum. The recombinant 


plasmid containing target gene was specifically expressed after induction by IPTG. The recombinant 


protein was purified by GST agarose affinity chromatography and molecular sieve chromatography. Then 


the enzymatic characteristics of this recombinant protein under different temperatures and pH were 


measured by p-nitrophenylphosphorylcholine ( p-NPPC). Finally, the optimum temperature and pH for 


the enzyme activity of PLC were analyzed. [Results] AIPLC was found to be continuously expressed 


throughout the surveyed nymphal stage of A. lucorum, and highly expressed in 4, 8, 12 and 13 day-old 


nymphs. The recombinant plasmid pCznl-AIPLC expressed the target recombinant protein of 79 kD after 
IPTG induction in Escherichia coli. The 12% SDS-PAGE showed that the recombinant protein was mainly 


present as inclusion bodies. The purified protein of AIPLC with the phosphodiesterase activity was 


obtained after denaturation and renaturation. This recombinant protein had higher phospholipase activity 


by using p-NPPC as substrates, and under the protein concentration of 0. 25 mg/mL, the most suitable 


temperature for its reaction was 57°C (179. 54 € 3. 96 nmol/ug * min) and the optimal pH was 8.5 
(374.99 + 2. 84 nmol/ug * min). [Conclusion] The expression of AIPLC shows the developmental 


stage-specificity. Higher enzyme activity of AIPLC can be achieved under higher temperature and alkaline 


environment. The results provide the basis for analyzing the AIPLC function at the protein level. 


Key words: Apolygus lucorum; phospholipase C; prokaryotic expression; protein purification; enzymatic 


characteristics; enzyme activity 





5k Ei ME Apolygus lucorum 具有 寄主 广泛 、 食 性 
杂 、 繁 殖 速 度 快 ,行动 敏捷 及 天 敌 控 制作 用 弱 等 特 
AA Cli SEMPER AR 4L 83, 2008)。 此 外 ,寄主 作物 的 
多 样 化 .充足 的 营养 条 件 以 及 良好 的 越冬 环境 对 
绿 育 晴 生 长 繁殖 和 越冬 存活 非常 有 利 〈Lu et al., 
2010), M 20 世纪 90 年 代 我 国 商 业 化 种 植 转 苏 云 
4& AMATA ( Bacillus thuringiensis，Bt) 棉 花 开始 , 棉 
田 主 要 鳞 翅 目 害 虫 的 危害 得 到 了 有 效 的 控制 ,但 也 
使 得 棉田 害虫 的 生态 位 发 生 了 一 系列 演 蔡 ,长 期 作 
为 次 要 害虫 的 绿 育 晴 等 刺 吸 害 虫 种 群 数量 剧 增 , 危 
害 增强 并 呈 严 重 灾变 趋势 (Wu et al., 2008; Lu et 
al., 2010) 。 生 产 上 对 化 学 农药 的 长 期 依赖 势必 会 
导致 绿 盲 晴 的 抗 药性 日 渐 增 强 ,从 而 造成 防 效 下 
降 (Lu et al., 2012) 。 同 时 ,化 学 农药 的 长 期 使 用 
也 会 导致 环境 污染 、 食 品 安全 等 问题 ,危及 到 人 类 
的 健康 ,因此 对 绿 盲 晴 等 育 晴 科 植 食性 害虫 咀 需 
新 的 防治 手段 。 

磷酸 肌 醇 代谢 是 在 细胞 内 信和 号 系统 中 十 分 重 
要 , 它 参 与 调节 多 种 细胞 信号 和 功能 ,包括 激素 和 神 
经 递 质 的 信号 转 导 、 生 长 因子 介 导 信和 号、 细胞 形态 和 
细胞 分 裂 等 (Janetopoulos and Devreotes，2006 ) 。 磷 
脂 酶 C(phospholipase C, PLC) 是 这 一 系统 中 关键 的 
酶 。PLC 是 磷脂 酶 基因 家 族 中 的 一 员 ,根据 水 解 的 
底 物 不 同 可 以 将 其 分 为 磷脂 酰 肌 醇 特异 的 悉 脂 酶 C 
( phosphatidylinositol-specific phospholipase C, PI- 
























































PLC) 和 非特 异性 的 磷脂 酶 C ( non-specific 
phospholipase, NPC) (Kocourkova et al., 2011) 。 研 
究 发 现 ,激素 .多肽 生长 因子 、 神 经 递 质 、 抗 原 等 多 种 
胞 外 信号 分 子 与 细胞 表面 相应 受 体 结合 后 可 激活 
PI-PLC 水 解 质 膜 上 4,5- 二 磷酸 磷脂 酰 肌 醇 (PIP, ) 
^E pi, 1,4,5- — WERE CIP, ) 和 二 栈 基 甘油 (DAGC ) 
两 个 第 二 信使 (Rupwate and Rajasekharan, 2012), 
IP, 和 DAG 参与 细胞 增殖 .早期 发 育 、 细 胞 分 化 、 分 
泌 收缩 等 许多 生物 化 学 反应 的 调节 ( Kadamur and 
Ross, 2013; 李 文 楚 和 徐 亚 玲 2014)。 在 哺乳 动物 
中 IP, 激活 钙 离 子 通道 ,从 而 让 钙 离 子 流入 细胞 内 ， 
而 DAG 则 使 蛋白 激酶 C 被 激活 (Nishizuka，1992 ; 
Berridge, 2009 ) JM 外, 20-Xs 3k Wii Hc z& ( 20- 
hydroxyecdysone, 20E) 同时 也 可 以 通过 GPCR-PLC- 
IP,-Ca^* -PKC 途径 调控 家 蚕丝 腺 的 程序 性 死亡 (Isga 
et al., 2007 ; Manaboon et al., 2009) 。 近 年 来 的 研 
jte Hj, 20E 可 通过 GPCR-PLC-Ca 途径 诱导 
CDK10 的 快速 磷酸 化 ,促进 基因 转录 (Liu et al., 
2014a) 。 同 时 ,JH 也 可 以 激活 PLC 通道 通过 Mer 来 
促进 基因 的 转录 (Liu et al., 2015) 。 因 此 ,PLC 在 
昆虫 生长 发 育 及 及 赔 皮 变态 过 程 中 起 着 关键 的 作 
用 。 在 本 实验 室 前 期 的 研究 已 经 通过 克隆 获得 绿 
EE SER SEULS FE E RS VERRE C 基因 (4LPLC ) 的 
cDNA 4 &( GenBank 登录 号 : MF577058 ) 的 基础 
E, RRR M E T AAE A E r E HP In] H doo 
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中 的 表达 情况 ;并 在 原核 细胞 中 高 效 表达 获得 具 
有 磷脂 酶 活性 的 重组 集 白 ,应 用 酶 学 方法 进一步 
对 其 酶 学 特性 进行 分 析 。 本 研究 结果 可 为 揭示 
AIPLC 的 功能 及 丰富 昆虫 赔 皮 激素 信号 传导 的 网 
络 构建 商定 基础 。 


























1 材料 与 方法 


1.1 WA 

初始 绿 盲 晴 于 2016 年 采 自 江苏 沿海 槐 区 的 大 
丰 市 蚕豆 田 (33. 11*N，120. 25? E) ,室内 用 新 鲜 四 
季 豆 Phaseolus vulgaris 续 代 饲养 ,饲养 条 件 :温度 27 
+0.5 C ,相对 湿度 70% +5% , 光 周 期 14L: 10D, 
1.2 主要 供 试 试剂 及 仪器 

RNA 提取 试剂 盒 ( Promega ) ,M-MLV 反 转 录 试 
剂 盒 (Promega) ,pCznl 质粒 、TOP10 菌株 、 大 上 肠 杆 菌 
Escherichia coli Arctic express 菌株 均 为 实验 室 前 期 
保存 ; 卡 那 霉 素 咪唑、 尿素 为 上 海 生 工 工程 生物 公 
司 产品 ;限制 性 内 切 酶 (TaKkaRa) Pfu DNA 聚合 酶 
(Zoonbio ) Protein Marker ( Thermo) , IPTG, Acr, 
Bis, Tris( Sigma) , p-NPPC( 上海 麦克 林 公 司 ) SDS 
(Amresco), TEMED( BIO-RAD), ， 高 糖 ，DMEM 培 
养 基 ( Gibco), Tyrptone, Yeast Extract ( OXOID ) ， 
Agarose( 上 海 基因 公司 ); 其 他 试剂 均 为 国产 分 析 
^i, NI IDA 亲 和 层 析 胶 (Novagen) ，HexIOS 分 光 
光度 计 ，Allegra 21R 台式 高 速 冷 冻 离 心机 
(Beckman) ， 台 式 高 速 离心 机 (Sorval ) Biologic LP 
层 析 系统 ,Mini Protean 了 [垂直 平板 电泳 系统 , 水 平 
昌 泳 系统 (BIO-RAD ) PTC-200 基因 扩 增 仪 (MJ 
Research ) 。 
1.3 REA RNA 的 提取 及 cDNA 的 合成 

WIE Y do ding p 日 龄 若虫 ,随后 采集 绿 
BIE 2 -14 日 龄 若虫, 提取 总 RNA ,每 个 样本 15 k 
为 一 组 ,3 个 生物 学 重复 。 选 择 电 泳 图 谱 良 好 并 且 
OD% OD;s fH TE 1.8 -2.0 的 总 RNA 样品 一 同 进 行 
mRNA 的 纯化 , M-MLV 反 转 录 试 剂 盒 合成 cDNA。 
根据 前 期 研究 结果 ,在 上 述 饲 养 条 件 下 ,1 -5 龄 绿 
盲 晴 知 虫 发 育 历 期 分 别 为 2, 2, 2, 3 和 3 d( 赵 洪 霞 
等 , 2011), 
1.4 实时 荧光 定量 PCR 

本 研究 所 用 的 APLC ( GenBank. 登录 号 : 
MF577058 ) 引物 依据 前 期 克隆 得 到 的 基因 序列 设 
计 , 并 以 绿 言 晴 持 家 基因 pB-aciin 为 内 标 基因 
(GenBank 登录 号 : JN616391), , 引物 设计 运用 
















































































Primer 5. 0 软件 由 生 工 生物 工程 上 海 合 成 部 合成 ， 
引物 序列 见 表 1 , 扩 增 体系 :UltraSYBR mix 12.5 uL, 
上 下 游 引 物 各 0.5 uL, cDNA 模板 2 uL, ddH,O 
9.5 uL, 25 uL 体系 ; 扩 增 条 件 :原始 预 变性 95C 
2 min, 95*C 15 s, 49% 20 s, 72C 20 s, 循 环 45 次 。 
每 个 样品 设置 3 个 独立 的 生物 学 重复 ,每 个 生物 学 
重复 设置 3 个 技术 重复 。 
表 1 研究 中 使 用 的 引物 
Table 1 Primers used in this study 





引物 引物 序列 (5 -3') 


Primers Primer sequences 





AIPLC-F GCTCCTAAGCCTGAACCTGA 

AIPLC-R ACCATTGAAGAAAGCCAAGG 
Al-B-Actin-F ACCTGTACGCCAACACCGT 
Al-g-Actin-R TGGAGAGAGAGGCGAGGAT 


1.5 表达 载体 的 构建 

Nde | 和 Xba I 双 酶 切 含有 APLC 的 了 载体 ， 
DNA Fragment Purification Kit 回收 酶 切 产 物 ,用 TA 
DNA 连接 酶 连接 同样 经 过 双 酶 切 并 回收 的 pCznl 
载体 , 获得 含有 目的 片段 的 重组 质粒 pCzn1-AIPLC , 
对 其 进行 测序 鉴定 。 
1.6 融合 蛋白 的 原核 诱导 表达 

将 测序 正确 的 pCzn1-A1PLC 重组 质料 1 uL 加 
入 100 pL 感受 态 细 菌 中 , 置 冰 上 20 min, 42° 热 激 
90 s, 迅 速 置 冰 中 5 min 加 入 600 pL LB 培养 液 ， 
37*C 220 r/min RÆ 1 h ,离心 后 全 部 涂 布 于 含 50 
mg/mL Amp ff] LB 平板 ,37Y 倒置 培养 过 夜 。 挑 取 
转化 平板 上 的 单 克 隆 接种 于 含 50 pg/mL AMP 的 3 
mL LB 上 培养 液 的 试管 中 ,37%C 220 r/min 振 摇 过 夜 ; 
次 日 按 体积 比 1: 100 接种 于 50 pg/mL AMP 的 30 
mL LB 培养 液 中 ,37%C 220 r/min 振 摇 至 菌 体 0Dooo 
为 0.6 ~0.8 再 取出 1 ml 培养 物 ,10 000 x g 室温 离 
心 2 min, 弃 上 清 , 用 100 mL 1 x E FEE ril S 
体 沉 尝 , 向 剩余 的 培养 物 中 加 入 IPTG RAIEN 
0. 5 mmol/L, 11% 220 r/min 振 揪 过夜 ,诱导 融合 蛋 
白 表达 ;之 后 取出 1 mL 培养 物 ,10 000 xg 室温 离心 
2 min, 弃 上 清 ,用 100 pL 1 x 上 样 缓冲 液 重 悬 菌 体 
沉淀 。 剩 余 培 养 物 4 000 xg ,离心 10 min, 弃 上 清 ， 
JH PBS 重 悬 菌 体 沉淀 ; 重 惹 液 进行 超声 波 破碎 后 ， 
分 别 取 上 清 液 与 沉淀 液 加 入 上 样 缓冲 液 重 悬 进行 
12% SDS-PAGE. 检测 分 析 , 考 马 斯 亮 蓝 染色 显 带 。 
以 不 加 IPTG 作为 对 照 。 
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1.7 融合 蛋白 的 变 复 性 

先 将 菌 体 沉 淀 重 悬 于 20 mL lysis buffer ,超声 破 
碎 ( 功 率 400 W, THE 4 s, HAKS s, 共 20 min) ,将 超 
声 破 碎 的 细胞 裂解 液 4 10 000 x g 离心 20 min, 收 
集 沉淀 ; 再 用 包涵 体 洗 涤 液 (20 mmol/L Tris, 1 
mmol/L EDTA, 2 mol/L 尿素 ，1 mol/L NaCl, 196 
Triton X-100, pH 8.0) 洗 涤 包 涵 体 3 次 ,用 溶解 缓冲 
液 (20 mmol/L Tris, 5 mmol/L DTT, 8 mol/L 尿素 
pH 8.0) 按 一 定 比例 溶解 包涵 体 ,4%C 放置 过 夜 ; 室 
温 ,15 000 r/min 离心 15 min; 之 后 将 上 述 溶液 滴 加 
20 mmol/L Tris-HCl, 100 mmol/L NaCl Buffer pH 
8. 0 缓冲 液 中 ,逐步 成 倍 梯度 稀释 缓慢 搅拌 ,将 蛋白 
溶液 装 和 透析 袋 于 20 mmol/L Tris-HCl, 100 mmol/ 
L NaCl, pH 8. 0 溶液 中 透析 过 夜 。 
1.8 融合 蛋白 的 Ni 柱 亲 和 纯化 

利用 低压 层 析 系统 ,包涵 体 溶液 以 0.5 mL/min 
流速 上 样 至 Ni-IDA Binding-Buffer 预 平衡 的 Ni-IDA- 
Sepharose CL-6B 亲 和 层 析 柱 , 用 Ni-IDA Binding- 
Buffer 以 0.5 mL/min 流速 冲洗 ,至 流出 液 OD, 1E 
到 达 基 线 , 再 用 Ni-IDA Washing-Buffer (20 mmol/L 
Tris-HCl, 20 mmol/L 咪唑,0. 15 mol/L NaCl, pH 
8. 0) 以 1 mL/min 流速 冲洗 ， 至 流出 液 OD. (E 1] s 
基线 ;用 Ni-IDA Elution-Buffer(20 mmol/L Tris-HCl, 
250 mmol/L WR, 0. 15 mol/L NaCl, pH8. 0) 以 1 
ml/min 流速 洗 脱 目的 蛋白 ,收集 流出 液 ; 上 述 收集 
的 蛋白 溶液 加 入 透析 袋 中 ,使 用 20 mmol/L Tris- 
HCI, 0. 10 mol/L NaCl, pH 8.0 进行 透析 过 夜 ;进行 
1296 SDS-PAGE 分 析 ,最 后 用 BCA 和 蛋白 定量 试剂 盒 
(天 根 生 化 科技 有 限 公 司 ) 测 定 蛋白 浓度 。 
1.9 重组 AIPLC 蛋白 的 酶 学 特性 分 析 

以 对 硝 基 验 基础 酰 胆 碱 (P-NPPC ) 为 底 物 ,参照 
Wieland 方法 并 稍 有 改进 (Wieland et al., 2002) 。 反 
应 体系 : 0.25 mol/L Tris-HCl (pH 7. 2) Z& rn i, 
6096 山梨 醇 (w/v) , 10 mmol/L p-NPPC, 20 uL 酶 液 
(0. 25 mg/mL) , 200 pL PARS bo WETRRCT: 37C xc 
应 30 min ,最 后 定 容 至 6 mL ,立即 在 410 nm 下 测定 
吸光 值 ,以 不 加 酶 液 的 反应 体系 作为 对 照 。 酶 活性 
单位 定义 :在 pH 7.2, 温 度 为 37%C 下 ,每 分 钟 水 解 p- 
NPPC 生成 1 mmol/L 对 硝 基 茶 酚 需要 的 酶 量 为 1 个 
酶 活性 单位 , 靶 蛋 白 酶 活性 以 nmol/ ug * min 表示 。 

不 同 温度 下 重组 APLC 蛋白酶 活性 测定 :将 反 
应 体系 分 别 置 于 17, 27, 37, 47, 57, 67 ,77 和 87%C 
下 反应 30 min, 按 照 上 述 方法 测定 酶 活性 。 

不 同 pH 下 重组 APLC 和 蛋白酶 活性 测定 :将 上 










































































述 反应 体系 Tris-HCl. (pH 7.2) 缓 冲 液 蔡 换 成 不 同 
pH 梯度 (pH 4.5, 5.0, 5.5 和 6.0 为 0.25 mol/L 
C;H,0,COOH-C,H50,Na, .2HO; pH 6.5, 7.0 和 
7.5 39 0. 25 mol/L KH,PO,-K,HPO, - 3H,0 缓冲 
iM; pH 8.0, 8.5, 9.0 $1 9.5 为 0. 25 mol/L Tris- 
HCI 缓冲 液 ) ,于 37% 反应 30 min, fH. E R77 1 DUI 
定 酶 活性 。 
1.10 数据 分 析 

不 同 处 理 的 绿 育 晴 AIPLC 基因 的 相对 表达 量 以 
2^" ( Livak and Schmittgen, 2001) 计算 。 差 异 显著 
性 采用 统计 软件 SAS 8.0 中 的 Duncan 氏 新 复 极 差 
法 进行 分 析 。 








2 结果 


2.1 AIPLC 基因 在 绿 盲 晴 不 同日 龄 若虫 中 的 表达 
量变 化 

结果 表明 (图 1) ,AIPLC 在 4, 8, 12 和 13 日 龄 
绿 育 晴 中 的 表达 量 相 对 较 高 ,并 在 12 和 13 日 龄 时 
表达 量 最 高 , 且 与 其 他 日 龄 的 表达 量 差异 显著 (已 < 
0. 05 ) 。 结 合 绿 言 晴 生 物 学 特性 , 绿 盲 晴 4 日 龄 若虫 
处 于 2 龄 赔 皮 期 ,8 日 龄 若虫 处 于 4 龄 晓 皮 期 ,12 与 
13 日 龄 绿 盲 晴 处 于 羽化 期 , 上述 结 果 暗 示 着 APLC 
可 能 参与 了 绿 育 晴 的 生长 发 育 和 虹 皮 过 程 。 
2.2 重组 AlPLC 的 表达 、 复 性 及 纯化 

重组 质粒 命名 为 pCznl-4PLC( 图 2: A)。 随 后 
将 其 转化 至 大 肠 杆菌 Arctic Express 表达 菌株 中 ,经 
0.5 mmol/L IPTG 诱导 12 h 后 ,用 1296 SDS-PAGE 
检测 分 析 发 现 , pCzn1-AIPLC 重组 质粒 表达 一 个 约 
79 kD 的 蛋白 ,与 理论 大 小 相符 (图 2: B)。 而 不 经 
IPTG 诱导 的 重组 质粒 无 此 蛋白 表达 ,说 明 AIPLC 基 
因 已 在 大 肠 杆菌 细胞 中 诱导 表达 。 但 诱导 表达 的 
pCznl -AIPLC 表达 蛋白 均 分 布 在 沉淀 体 中 , 上 清 液 
中 几乎 没有 , 说明 pCzn1-AIPLC 表达 蛋白 主要 以 包 
涵 体 形式 存在 。 包 涵 体 经 体外 溶解 、 复 性 后 ,利用 
SDS-PAGE 电泳 分 析 pCzn1-AIPLC 表达 蛋白 的 纯化 
情况 。 用 含 20 mmol/L 咪唑 的 缓冲 液 洗 脱 后 包涵 体 
纯度 有 较 大 程度 的 提高 ,进一步 复 性 和 纯化 后 在 79 
kD 附近 仅 出 现 一 条 明显 的 特异 性 条 带 未 见 其 他 条 
带 , 说 明 已 得 到 纯化 的 靶 蛋 白 ( 图 3)。 采 用 蛋白 定 
量 试剂 盒 测 定 该 蛋白 的 浓度 为 0.25 mg/mL, 可 以 继 
续 进行 重组 蛋白 AIPLC 的 酶 学 性 质 的 分 析 工 作 。 
2.3 重组 蛋白 AIPLC 磷脂 酶 活性 的 检测 

为 证 实 获 得 的 重组 蛋白 AIPLC 具 有 磷脂 酶 的 
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R1 AIPLC 在 绿 盲 晴 不 同日 龄 若虫 中 的 相对 表达 量 
Fig. 1 The relative expression levels of AIPLC at different age in Aploygus lucorum nymphs 
图 中 N-n 表示 若虫 不 同龄 期 ;数据 为 平均 数 pfe. FE EP In] BER 28 5135 SEEKS (P «0.05, Duncan IK € 


nymphs in different instars. Data in the figure are mean + SE, and different letters above bars indicate significant difference ( P «0. 05, Duncan's multiple 
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图 2 原核 表达 质粒 pCznl-AIPLC 双 酶 切 PCRCA) & IPTG 诱导 表达 和 蛋白 的 SDS-PAGE 分 析 (B) 
Fig. 2 PCR of the recombinant plasmid after restriction digestion ( A) and expression SDS-PAGE analysis induced 
by IPTG (B) of pCznl-AIPLC 
A: M; DL5000; 1: 酶 切 前 质粒 Plasmid before restriction digestion; 2: 酶 切 后 质粒 Plasmid after restriction digestion. B; M: 蛋白 分 子 量 标准 物 
Protein molecular weight marker; 1; 未 经 IPTG 诱导 的 pCznl-AIPLC 表达 和 蛋白 pCznl -AIPLC expressed protein without induced by 0. 5 mmol/L IPTG; 
2: IPTG 诱导 的 pCznl-AIPLC 表达 蛋白 pCznl-AIPLC expressed protein induced by 0. 5 mmol/L IPTG; 3; 重组 质粒 pCznl-AIPLC 表达 蛋白 上 清 
Supernatant of pCznl-AIPLC expressed protein induced by 0.5 mmol/L IPTG; 4; 重组 质粒 pCznl -AIPLC 表达 和 蛋白 沉淀 Precipitate of pCznl-AIPLC 

















expressed protein induced by 0. 5 mmol/L IPTG. 


活性 ,以 p-NPPC 为 底 物 ,在 37% pH 7.2 的 条 件 下 AIPLC 酶 活性 为 79.54 +2.83 nmol/ug * min, b E 
测定 了 重组 蛋白 APLC 在 反应 液 中 的 酶 活性 。 以 高 于 对 照 , 表 明 获 得 的 重组 蛋白 APLC 具有 典型 的 
不 加 底 物 为 对 照 并 调 零 分 光 光 度 计 ,重组 蛋白 磷脂 酶 活性 。 
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图 3 pCznl-AIPLC 表达 蛋白 纯化 的 SDS-PAGE 分 析 
Fig. 3 SDS-PAGE of purified pCzn1-ALlPLC fusion protein 
M: 蛋白 分 子 量 标准 物 Protein marker; 1: 未 纯化 的 pCznl-AIPLC 表 
达 和 蛋白 Un-purified pCznl-AIPLC expressed protein; 2: 洗 脱 中 的 
pCznl-ALPLC 表达 蛋白 Expressed pCzn1-AlIPLC protein with flowing 
through; 3: 纯化 后 的 pCzn1-AIPLC 表达 蛋白 Expressed pCznl-AIPLC 


protein with purification. 
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图 4 


2.4 不 同 温度 下 重组 蛋白 AIPLC 的 酶 活性 测定 
在 pH 值 为 7.2 的 条 件 下 ,分 析 不 同 温度 条 件 
下 重组 蛋白 APLC 的 磷脂 酶 活性 的 变化 趋势 。 由 
图 4(A) 可 以 看 出 ,重组 APLC 蛋白 的 磷脂 酶 活性 
随 着 温度 的 上 升 呈现 出 先 上 升 后 下 降 的 趋势 ,在 温 
度 过 高 (87%C ) 或 者 过 低 (17%C ) 时 ,重组 APLC EA 
酶 活性 都 相对 较 低 ,而 在 57%C 时 ,重组 AIPLC 蛋白 
酶 活性 最 高 (179. 54 x3.96 nmol/ug * min) 。 
2.5 不 同 pH 下 重组 AIPLC 蛋白 的 酶 活 测定 

分 别 配置 不 同 pH 的 底 物 反应 液 ,测定 重组 
AIPLC 和 蛋白 在 不 同 pH 环境 下 的 酶 活性 。 结 果 表 明 
(图 4: B) , 当 反 应 体系 为 pH 8.5 时 ,重组 APLC Æ 
白 活 性 最 高 (374. 99 +2. 84 nmol/ ug min) , 且 碱 性 
环境 下 酶 活性 显 车 高 于 酸性 和 中 性 ,说 明 重组 APLC 
蛋白 是 一 个 在 碱 性 环境 有 较 高 活性 的 磷脂 酶 。 





3 讨论 


PLC 信号 途径 是 发 现 最 早 、 研 究 最 为 清楚 的 一 
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不 同 温 度 (A) 及 不 同 pH(B) 对 AIPLC 蛋白 酶 活性 的 影响 








Fig. 4 Effects of different temperature ( A) and pH (B) on AIPLC enzyme activity 











图 中 数据 为 平均 数 + 标准 误 , 柱 上 不 同 字 母 表示 差异 达 显 著 水 平 (P «0.05, Duncan 氏 多 重 比 较 )。Data in the figure are mean + SE, and 


different letters above bars indicate significant difference ( P «0.05, Duncan's multiple comparison) . 


条 磷脂 分 子 信号 途径 ,该 信号 广泛 存在 于 真 核 生 物 
中 。 在 该 信和 号 途径 中 , 胞 外 信号 激活 质 膜 PLC 活 
性 ,PLC 水 解 4,5- 二 磷酸 磷脂 酰 肌 醇 (PIP, ) 产生 IP, 
和 DAG 两 个 胞 内 的 第 二 信使 ,所 以 又 称 为 双 信使 信 
号 途径 。 其 中 IP, 可 以 激活 胞 内 的 Ca 一 库 ;而 DAG 
继续 留 在 质 膜 上 ,PKC( 蛋白 激酶 C) 在 钙 离 子 作用 
下 和 质 膜 结合 后 ,被 DAG 激活 ,进而 磷酸 化 下 游 台 
和 蛋白, 引起 相应 的 细胞 应 答 反 应 ( Rossse et al., 
2010) 。 在 昆虫 中 ,20E 会 诱导 PLC 高 表达 , 并 使 


PLC 向 细胞 膜 迁 移 ,对 PLC 进行 基因 沉默 之 后 ,也 
出 现 了 幼虫 死亡 和 化 晴 缺 陷 的 现象 (Liu et al., 
2014a) 。 在 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 中 ,外 源 20E 
通过 激活 PLC-y1 信和 号 通路 ,诱导 其 自身 发 生 酷 所 
酸 磷酸 化 ,从 而 调控 PLC-y1 向 细胞 膜 移动 ,并 使 IP， 
和 DAG 的 含量 大 量 富 集 ,改变 细胞 质 内 的 钙 离 子 浓 
度 , 影 响 棉铃 虫 的 生长 发 育 (Liu et al., 2014b) 。 
也 有 研究 表明 ,20E 可 通 GPCR-PLC-Ca 途径 诱导 
周期 蛋白 依赖 的 激酶 10( CDK10 ) 的 快速 磷酸 化 , 促 
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进 基 因 转 录 (Liu et al., 2014a) 。 本 实验 在 前 期 克隆 
AIPLC 的 基础 上 ,对 绿 盲 晴 不 同日 龄 若虫 的 AIPLC 
表达 量 进行 了 研究 ,发现 AIPLC 基因 在 的 4, 8 和 12 
及 13 日 龄 若虫 中 均 有 高 表达 。 有 趣 的 是 ,结合 本 实 
验 室 前 期 的 绿 盲 晴 生 物 学 结果 ( 赵 红 霞 等 , 2011 ) ， 
这 几 个 日 龄 正 是 处 于 绿 盲 晴 赔 皮 时 期 ,暗示 APLC 
基因 参与 了 绿 盲 晴 生长 发 育 过 程 中 的 信号 传导 , 且 
在 绿 盲 晴 赔 皮 变 态 时 发 挥 着 重要 作用 。 前 人 研究 表 
8j] ,家 和 看 幼虫 的 旷 皮 过 程 中 ,其 体 壁 组 织 中 的 PLC 
活性 处 于 峰值 ,说 明 体 壁 的 真皮 细胞 不 断 接 受到 蚁 
皮 激 素 的 刺激 ,从 而 引起 剧烈 的 细胞 生理 反应 ( 徐 
亚 玲 等 , 2014) 。Liu 等 人 证 实 PLC 是 JH. ( 保 幼 激 
素 ) 的 膜 受 体 ,PLC 可 诱导 Met 磷酸 化 从 而 提高 其 与 
JH 的 结合 能 力 , 从 而 激活 转录 活性 ,同时 JH 可 激活 
PLC-Ca 信号 ,而 PLC-Ca 信号 通道 也 会 调节 JH 下 游 
基因 的 表达 ( Liu et al., 2015) ;此 外 ,PLC 在 棉铃 虫 
幼虫 表皮 .中 肠 、 脂 肪 体 和 血细胞 中 均 表 达 , 且 在 幼 
虫 5 龄 赔 皮 期 和 6 龄 变态 期 均 有 高 表达 特征 ,这 些 
都 暗示 了 PLC 在 昆虫 赔 皮 变态 过 程 可 能 发 挥 一 定 
的 功能 (Liu et al., 2014a) 。 

本 研究 构建 了 pCznl-AIPLC 原核 表达 载体 , 测 
序 及 酶 切 结果 表明 原核 表达 载体 构建 成 功 。 将 构建 
好 的 重组 载体 转化 到 大 肠 杆 菌 中 ,用 IPTG 诱导 后 
能 够 很 好 地 表达 重组 APLC 蛋白 ,主要 以 包涵 体形 
式 存在 ,这 也 暗示 了 AlPLC 和 蛋白 为 一 个 膜 蛋白 。 随 
后 对 诱导 表达 条 件 进行 了 优化 ,发 现在 MIC 0. 5 
mmol/L IPTG 诱导 12 h 后 的 条 件 下 可 大 量 表达 
AIPLC 蛋白 ,为 下 一 步 的 变性 、 复 性 、 蛋 白 纯 化 以 及 
之 后 抗体 的 制备 的 工作 打下 基础 。 

p-NPPC 是 磷脂 酰 肌 醇 的 结构 类 似 物 ,PLC 可 水 
解 对 硝 基 茶 基 磷 酰 胆 碱 产生 对 硝 基 茶 酚 。 利 用 分 光 
光度 计 测 定 反 应 前 后 吸光 度 的 变化 可 测定 出 酶 反应 
所 产生 的 对 硝 基 茶 酚 的 量 , 故 能 用 于 对 磺 脂 酶 样品 
酶 活性 高 低 的 定量 检测 。 因 其 操作 方便 、 可 重复 性 
强 、 反 应 时 间 短 而 得 到 广泛 的 应 用 ,该 法 最 早 由 
Kurioka 等 人 创立 ( Kurioka and Matsuda, 1976; 
Wieland et al., 2002) , 目前 对 于 磷脂 酶 C. 酶 活性 的 
研究 主要 集中 在 微生物 领域 , 汪 艳 红 (2014) 以 乙酸 
钙 不 动 杆 菌 Acinetobacter calcoaceticus, ， 委 内 瑞 拉 链 
霉菌 Streptomyces venezuelae 及 晴 样 芽孢 杆菌 Bacillus 
cereus 这 几 种 菌株 的 磷脂 酶 C 为 研究 对 象 ,实现 其 
磷脂 酶 C 基因 在 大 肠 杆菌 中 的 重组 表达 并 纯化 ,对 
其 酶 学 性 质 和 特异 性 分 析 比 较 , 研 究 结 果 表 明 这 几 
种 菌株 重组 的 PLC 均 可 分 解 p-NPPC , 且 重 组 酶 活性 













































































的 最 适 温度 是 50 ~70%C ,最 适 pH 是 7.0 ~9.0。 在 
本 研究 中 ,在 获得 绿 盲 晴 重组 蛋白 AlPLC 的 基础 
上 ,对 其 酶 学 性 质 进行 了 探究 ,结果 表明 47 ~ 67%C 
时 重组 蛋白 APLC 都 有 较 高 的 活性 ,57% 时 酶 活性 
达到 最 大 ; 同时 在 碱 性 环境 下 ,重组 蛋白 APLC 都 
有 较 高 的 活性 ,在 pH 8.5 时 活性 达到 最 高 ,说 明 重 
组 蛋白 APLC 是 一 个 在 碱 性 环境 中 具有 较 高 酶 活 
性 的 磷脂 酶 。 
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